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细胞 L929 为材料，筛选在肿瘤坏死因子-α（Tumor necrosis factor-α，TNF-α）
诱导细胞死亡过程中起重要作用的基因。我们获得了一株 TNF 抗性细胞株
（U17HGmut），逆转录病毒插入到 U17HG（U17 host gene, U17HG）的第一个内
含子中，实时 PCR 检测发现 U17HG mRNA 表达水平增加了，而其下游染色体
凝聚调控蛋白（regulator of chromosome condensation, RCC1）的表达水平却减少
了。进一步研究证明了在L929细胞中U17HG对RCC1具有负调控的作用。RCC1
是 Ras 相关核蛋白（Ras-related nuclear protein, Ran）的鸟嘌呤核苷酸交换因子，
在细胞核内 RCC1 催化 RanGDP 生成 RanGTP，胞质中 RanGDP 和细胞核内
RanGTP 比例的平衡协调在细胞分裂过程中具有重要作用。我们发现 L929 细胞
中 RCC1 是 TNF 诱导的细胞死亡所必须的。L929 细胞在 TNF 刺激下会出现瞬
时的 G2/M 期细胞的积聚，而 G2/M 期的细胞对 TNF 的敏感性显著增强；而当
细胞中 RCC1 的表达水平下降后，细胞在 TNF 的刺激下不会出现 G2/M 细胞的






















Small nucleolar RNA host genes (snoRNA-HGs) encoded proteins are involved in 
the ribosomal protein translation. However, there are some snoRNA-HGs to have no 
potentials to code proteins. Until now it is still unclear about the biological functions 
of these non-coding-protein snoRNA-HGs. Here, using a mutagenesis screen for 
genes critical in TNF-induced death in L929 cells, we have found one of those TNF 
resistant L929 cell lines get its U17 host gene (U17HG) inserted by retrovirus. This 
cell line called U17HGmut, in U17HGmut the regulator of chromosome condensation 
(RCC1) expression is reduced with realtime PCR. It was verified that U17HG can 
regulate RCC1 negatively in the L929 cell line. RCC1 is the only known 
guanine-nucleotide exchange factor for the Ran GTPase. It can catalyze the reaction 
of RanGDP to RanGTP in the nuclear. It was reported that the ratio of RanGTP to 
RanGDP played an important role in the cell proliferation. We found that RCC1 is 
necessary in TNF induced cell death in the L929 cell line. Upon treatment with TNF, 
the wild type L929 cell line will appear G2/M phase cells accumulation. And the 
G2/M phase cells are much more sensitive to TNF induced cell death. But when the 
RCC1 expression was down-regulate in the L929 cell line, the cells will not show the 
G2/M phase cell accumulation was disappear. So the sensitivity of those cells to TNF 
is decreased. 




















第一章 前 言 
1 小核仁 RNA 及其宿主基因 
1.1 小核仁 RNA 
真核生物核糖体的生成包含了一系列非常复杂的核糖体 RNA（rRNA）前




位于成熟 RNA 中 保守的重要功能区上[4-6]。这两种类型真核生物 rRNA 的修
饰分别由两种类型的小核仁 RNA（small nucleolar RNA，snoRNA）指导，根据
其特有的保守序列元件来区分，一种包含有框架 C（box C：RUGAUGA）和框
架 D（box D：CUGA）的基序，我们称之为 Box C/D snoRNA；另一种则含有
框架 H（box H：ANANNA）和 ACA 元件，我们称之为 Box H/ACA snoRNA（图
1.1）。在这两种 snoRNA 中，带有保守框的片段（图 1.1 ）组成了 snoRNA 的结
构核心区域，指导其与特定的小核仁核糖核蛋白（small nucleolar RNP，snoRNP）
结合而发挥其生物学功能[7-13]。Box C/D 核心区指导其与核仁纤维蛋白、Nop56P、
Nop58p 和 15.5kDa/Snu13p snoRNP 蛋白结合；而 Box H/ACA snoRNA 则与角化
不良蛋白/Cbf5p、Gar1p、Nhp2p 和 Nop10p 相结合，但是还不能确定以上 snoRNP
蛋白中哪些蛋白直接与 H/ACA 核心结构结合[14, 15]。两种 snoRNA 通过自己特定




糖甲基化的核苷酸位于 snoRNA 框架 D 上游第 5 个核苷酸处，假鸟苷化的残基
位于框架 H 或 ACA 上游第 15 个核苷酸处。snoRNP 利用这些结构信息来选择
正确的目标序列进行修饰。 
由核酸外切酶活性切割较长的 RNA 前体形成 snoRNA 是 snoRNA 的一种典
型生成方式，大多数脊椎动物的 snoRNA 是从 mRNA 前体的内含子中切出，酵















Box C/D 和 Box H/ACA 核心区结合后指导 snoRNA 前体的 5’和 3’端形成正确的
构象，使得成熟的 snoRNA 趋于稳定。Box C/D snoRNA 的内部序列或 Box 
H/ACA snoRNA 5’和 3’发夹结构的末端序列（图 1.1）对 snoRNA 的积聚基本没
有影响。因此，这些区域在进化过程中经常发生突变，这为 snoRNA 指导的 RNA
修饰提供了进化上的多变性和功能上的多样性。例如 U3、U14、U22 Box C/D
和 snR30 Box H/ACA snoRNA 对 18S rRNA 的形成有重要作用，而 U8 Box C/D 
snoRNA 对 5.8S 和 28S rRNA 的剪切有重要作用[16, 17]。总之，大多数情况下由









1.2 小核仁 RNA 宿主基因 
snoRNA 的一个显著特点是它们大部分由内含子编码[22]，脊椎动物中宿主
基因的一个内含子只编码一个 snoRNA，但是在酵母和植物中一些 snoRNA 位于
多顺反子中，并且 snoRNA 序列之间并没有外显子隔开[23]。在既研究物种中都
是由 RNA 聚合酶 II 转录宿主基因以及 snoRNA 基因，snoRNA 只是作为 mRNA
前体的一部分，然后由核酸内切酶将有功能的 snoRNA 从内含子中剪切出来
[24-26]。目前已知的大部分 snoRNA 宿主基因（snoRNA host gene, snoRNA-HG）
编码一些在核糖体生成、蛋白翻译或其他在核内作用的功能蛋白，例如像核糖
图 1.1 Box C/D 和 Box H/ACA snoRNAs 的结构，引自 Tamas 
Kiaa, 2002 















体蛋白 L1、L5、L7a、S8，核仁蛋白和 eIF4A 等[27-32]。但是也存在着一些非编
码蛋白的 snoRNA-HG，比如 UHG、U17HG、U19HG 等[33, 34]。有研究者比对了
人和小鼠非编码蛋白的 snoRNA-HG mRNA 序列，他们发现在二者中 HG mRNA
的序列间并没有同源性，而内含子编码的 snoRNA 却是高度的保守[35]。目前这
方面唯一例外的是 U87HG，它的序列在人和小鼠间是类似的[36]。目前对这种脊





很可能这些多样的 HG 基因来源于不同的原始基因，而 snoRNA 以反转座子的
形式插入到这些不同的 HG 基因的内含子中[37-39]。目前对这些非蛋白编码的 HG
基因的功能仍然不清楚。 
 
1.3 U17 snoRNA 和 U17HG 基因 
U17 snoRNA 属于 Box H/ACA 家族，是酵母 snR30 基因在脊椎动物中的同
源物，目前研究表明 U17 snoRNA 参与了 18S rRNA 上游 5’端的早期加工[40-45]，
其具有指导 RNA 进行假鸟苷化的所有特征，但是其在 rRNA 上潜在的目标序列
尚不清楚[40, 46]。另外，U17 snoRNA 可能参与催化修饰一些其它未知的 RNA 分
子或者也有可能在 rRNA 加工方面的功能并不涉及假鸟苷化，研究者发现在人
类细胞中 U17 snoRNA 的含量大大高于其他 Box H/ACA 家族 snoRNA，这从另
一方面支持了以上假设[47]。目前，在许多脊椎动物中已经发现了 U17 snoRNA。
在非洲爪蟾中发现有 6 种 U17 snoRNA 异构体存在于核糖体蛋白 S7 基因的内含
子中[40]，在人和小鼠中也发现存在两个 U17 snoRNA，即 U17a 和 U17b[41, 48, 49]。
U17a 和 U17b snoRNA 间的序列是高度保守的，它们存在于鸟嘌呤核酸交换因
子 RCC1 基因上游的一个独立转录产物的内含子内，我们把该独立转录物称为


















征使其成为 5’TOP（5’-terminal oligopyrimidine）家族的成员，5’TOP 家族包括
一些编码核糖体蛋白基因和看家基因。已有研究表明 mRNA 中的 5’ TOP 序列在
调控不同生长条件下细胞的蛋白质翻译有重要作用[50, 51]，因此这些 5’TOP 家族
的非编码蛋白的 snoRNA-HG 很有可能参与了基因在转录水平上的表达调控。 
 
2 染色体凝聚调控蛋白 RCC1 
2.1 RCC1 的发现 
早在 19 世纪 70 年代末，由于受到酵母细胞分裂周期突变株的启发，
Nishimoto 等人利用遗传学方法对哺乳动物的细胞周期进行研究并获得了一系
列的突变株。这些突变株在高温下不能进入 S 期，其中一突变株 tsBN2 是从仓
鼠细胞 BHK21 分离出来的温度敏感突变株。当 S期的 tsBN2细胞被转移到 39.5
℃时，细胞的 DNA 复制会发生中断，并发生染色体早熟凝聚（premature 
chromosome condensation，PCC）现象；当 G1 期的 tsBN2 被转移到 39.5℃时，
细胞则不能通过 G1 期进入 S 期[52]。1987 年 Motoaki 等人发现人的染色体凝聚
调控蛋白（regulator of chromosomal condensation，RCC1）能够弥补这些现象，
能使细胞通过 S 期到 M 期的检控点，并能顺利地从 G1 期进入 S 期[53]。后续研
究表明，当 tsBN2 细胞在 39.5℃培养时，RCC1 基因会发生点突变从而导致失
活[54, 55]，RCC1 突变株所导致的多种表型说明 RCC1 蛋白参与了多个下游通路
的调控。目前已经在许多真核生物中鉴定出 RCC1 的同源基因，包括出芽酵母、




2.2 RCC1 蛋白的结构 
RCC1 蛋白大小约为 45kD，是目前已知唯一的 Ran 蛋白的鸟嘌呤核苷酸交
换因子（guanine nucleotide exchange factor，GEF）[62]，它能使 GDP 与 Ran 的
分离能力提高 105 倍[63]，而 RCC1 蛋白也能依靠其 N 末端的序列与染色体结合















RCC1 蛋白的晶体结构（图 1.2），其结构像一个 7 叶螺旋桨，每个叶片由 51-68
个残基组成（图 1.2a）。从图中可以看出 RCC1 与 Ran 结合的区域正对着与染色
体结合的区域（图 1.2b）[65]。 
 
图 1.2 (a) RCC1 蛋白的三维结构，引自 Louis Renault etc., 1998, (b) RCC1
与 Ran 复合物的三维结构，引自 Louis Renault etc., 2001 
Fig.1.2 (a) The three-dimensional structure of RCC1, (b) The 
three-dimensional structure of Ran-RCC1 complex 
 
为了研究 RCC1 蛋白中参与 GEF 活性的氨基酸残基，Renault 等人突变了一
系列氨基酸残基，包括 D44A、D128A、D182A 和 H304A。在三维结构上这些
氨基酸残基都处于桨状结构的同一面，D44A 的突变只会引起三元或二元复合物
间亲和性的改变，而 D128A、D182A 和 H304A 的突变则很大程度上影响了催
化常数 kcat。Asp44 与高度保守的 Ran 蛋白上的 Arg140 形成离子对，Asp128 与
Ran 蛋白上的 Lys99 形成离子对并与 Asn181 形成氢键，His304 则与 Ran 蛋白上
Lys71 相互作用[65]。虽然 D182A 的突变对 RCC1 与 Ran 的结合影响 大，但是
在结构上 Asp182 并没有与 Ran 直接作用。对 Ran 蛋白 G19V 突变的结果分析
表明，RCC1 蛋白中一个突出的β折叠在 RCC1 与 Ran 蛋白的结合方面具有重要
作用，而 D182 残基与 Arg147 主链 NH 形成的氢键能够稳定β折叠[66]。研究发
现，如果敲除掉 RCC1 蛋白的第 8-29 个氨基酸残基将抑制 RCC1 与染色体 DNA
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